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La presente invention se rapporte a l'utilisation de la proteine Grbl4 et 
des proteines adaptatrices homologues, comme outil de criblage de molecules 
destinees au traitement des maladies liees a l'insuline. 

L'insuline, hormone principale de la regulation du metabolisme 
5 energetique est la seule hormone hypoglycemiante de 1'organisme ; elle stimule le 
transport du glucose et son utilisation par les tissus peripheriques (muscles 
squelettiques et tissu adipeux) et inhibe la production endogene de glucose par le foie. 

L'insuline agit par l'intermediaire d'un recepteur qui est exprimd a la 
membrane plasmique des cellules. Ce recepteur fait partie de la famille des recepteurs 
10 a activite tyrosine kinase, qui sont caracterises par la presence d'un domaine 
intracellulaire portant l'activite catalytique. La liaison du ligand induit la dimerisation 
des recepteurs, Pactivation du domaine tyrosine kinase, et la phosphorylation 
(autophosphorylation et transphosphorylation) de residus tyrosines specifiques 
presents dans la partie cytosolique des recepteurs (Ullrich, A. et al. (1990) Cell, 61, 
15 203-212). 

Le recepteur de Pinsuline possede la particularity d'etre present sous 
une forme naturellement dimerisee. La liaison de l'insuline a la sous-unite a 
extracellulaire induit des modifications conformationnelles qui aboutissent a 
T activation du domaine kinase porte par la sous-unite B du recepteur, et a son 

20 autophosphorylation, necessaire a l'activation complete du recepteur. Le recepteur de 
l'insuline ainsi activS phosphoryle des proteines intraceliulaires qui servent 
d'effecteurs du signal de l'insuline (figure 1). 

Parmi les differents relais entre le recepteur de l'insuline et ses 
effecteurs intraceliulaires, les proteines les mieux caracterisees sont IRS-1, IRS-2 

25 (Insulin Receptor substrate-1 and 2) et She (Src and collagen homologous protein) 
(White M.F. et al. (1994) J. Biol Chem. t 269, 1-4 ; Waters S.B. et al. (1996) Trends 
Cell Biol, 6, 1-4). Ces proteines sont appelees proteines adaptatrices. Elles ne sont pas 
specifiques des tissus sensibles a Tinsuline et sont egalement phosphorylees aussi bien 
apres l'activation d'autres recepteurs a tyrosine kinase qu'apres celle de recepteurs de 

30 cytokines ou de recepteurs couples h. la proteine G (Bonfini L. et al. (1996) Trends 
Biochem. Sci., 21, 257-261 ; Souza S.C. et al. (1994) 7. Biol. Chem., 269, 30085- 
30088 ; Argetsinger L.S.et al. (1995) J. Biol. Chem., 270, 14685-14692 ; Platanias 
L.C. et al. (1996) /. Biol. Chem., 271, 278-282 ; Velloso L.A. et al. (1996) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 93, 12490-12495 ; Kowalski-Chauvel A. et al. (1996) J. Biol Chem., 

35 271,26536-26361). 
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Recemment de nouvelles proteines adaptatrices susceptibles d'etre 
impliquees specifiquement dans la transduction du signal de Tinsuline ont ete clonees 
par interaction avec le recepteur de Tinsuline en utilisant le systeme double-hybride, 
en particulier differentes isoformes de la proteine GrblO de Thomme et de la souris 
(Liu F. et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Set USA, 92, 10287-10291 ; O'Neill T. J. et al." 
(1996) J. Biol Chem., 271, 22506-22513 ; Frantz J.D. et al. (1997) J. Biol Chem., 
272, 2659-2667) et la proteine hGrbl4 chez l'homme (Daly RJ. et al. (1996) J. Biol 
Chem., 271, 12502-12510). 

Plus recemment encore les Inventeurs ont clone chez le rat, par 
interaction avec le recepteur de Tinsuline en utilisant le systeme double-hybride, la 
proteine rGrbl4 (Kasus-jacobi et al. (1998) X Biol Chem., 273, 26026-26035). 

Les proteines hGrblO, hGrbl4 et rGrbl4 appartiennent a la meme 
famille de proteines adaptatrices dont le premier membre connu est la proteine Grb7 
qui se lie au recepteur de 1TEGF, du Ret et du PDGF (Margolis B. (1992) Proc. Natl 
Acad. Set USA, 89, 8894-8898). 

Ces proteines qui ont ete clonees par interaction avec des recepteurs 
actives de Tinsuline, semblent jouer^xui-role important dans la transduction du signal 
de Finsuline; 

Ainsi les Inventeurs ont montre que l'expression de la proteine rGrbl4 
est tres bien correlee avec la sensibilite des tissus a Tinsuline et que sa surexpression 
dans des cellules CHO-TR (Chinese Hamster Ovary exprimant des taux eleves de 
recepteurs de Tinsuline d'origine humaine) inhibe les effets de Tinsuline en diminuant 
Tactivation de IRS-1 sans modifier Tautophosphorylation du recepteur de Tinsuline. 
(Kasus-Jacobi et al. (1998) dejh cite). 

Les proteines adaptatrices de la famille de Grb7 sont caracterisees par 
la succession de trois domaines (figure 2) : 

- une sequence riche en proline appelee PP, pres de Textremite amino- 
terminale, 

- un domaine central appele PH (Pleckstrin homology) et * 

- un domaine appele SH2 (Src homology 2) a Textremite carboxy-terminale, 
connu pour interagir avec les sdquences contenant des phosphotyrosines (Ooi J. et al. 
(1995) Oncogene, 10, 1621-1630 ; Margolis B. (1992) deja cite ; Daly RJ. (1996) 
dejacite). 

Outre ces domaines qui ont ete deja bien etudies chez d'autres 
prot6ines, les Inventeurs ont mis en evidence sur la proteine rGrbl4, un nouveau 
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dornaine appele PER (Phosphorylated Insulin Receptor Interacting Region) ; par 
comparaison entre les proteines Grb7, GrblO et Grbl4, les Inventeurs ont montre 
qu'une sequence de 43 acides amines correspondant aux acides 365 a 407 de la 
proteine rGrbl4 est hautement conservee dans Tensemble de la famille de ces 
5 proteines (Kasus-Jacobi et al. (1998) deja cite) et devrait jouer un role particulier dans 
la fixation de ces proteines sur le recepteur de Tinsuline (figure 2 et figure 3). 

Un autre dornaine appele BPS (Between PH and SHI) a ete egalement 
recemment mis en evidence sur la proteine hGrblO (He W. et al. (1998) J. Biol 
Chem., 273, 6860-6867) ; ce dornaine semble etre un dornaine homologue de PER 

10 (Kasus-Jacobi et al. (1998) deja cite) et correspond aux acides amines 358-454 de la 
proteine hGrb 10 (figure 4). 

Plusieurs equipes ont montre qu'il y avait des defauts de 
phosphorylation du recepteur de Finsuline ainsi que des alterations des effets de 
Tinsuline sur le transport de glucose et sur l'activation de certaines enzymes chez des 

15 patients obeses ou diabetiques (Arner, P. et al., J. N. (1987), Diabetologia, 30, 437- 
440 ; Caro, J. F. et al. (1987), Clin. Invest., 79, 1330-1337 ; Mandarino, L. J. (1989), 
Diab. Metqb. Rev., 5, 475-486). 

Des mutations du gene du recepteur de Tinsuline peuvent conduire par 
differents mecanismes a une diminution de Tactivite tyrosine kinase du recepteur, 

20 contribuant ainsi au developpement d'un etat de resistance a Tinsuline et a 
Tinstauration de pathologies comme Tobesite et le diabete non-insulino-dependant 
(DNID) (Taylor, S. I. (1992), Diabetes, 41, 1473-1490. 

Dans des etats de resistance k Tinsuline, il y a developpement d'une 
hyperglycemic lorsque la secretion endogfene d'insuline n'est plus suffisante, et il faut 

25 faire appel a une insulinotherapie pour maintenir Thomeostasie glucidique. Apres 10 
ans d' evolution du diabete, on observe dans 30% des cas des complications severes. 
Ces complications, secondaires a un mauvais contr61e de la glycemie, ont de tres 
serieuses implications cliniques (insuffisances renales, necrose et amputation des 
membres inferieurs, cecite) qui conduisent k un raccourcissement de Tesperance de vie 

30 des patients. 

La normalisation de Tactivite tyrosine kinase lorsqu'elle est perturbee 
peut etre envisagee soit directement en utilisant des molecules qui agissent sur cette 
enzyme (Levitzki et al. (1995), Science 267, 1782-1788), soit indirectement en 
inhibant les interactions entre les proteines adaptatrices et la tyrosine kinase 
35 (Pendergast et al. (1993), Cell 75, 175-185). 
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Or les Inventeurs ont montre de maniere surprenante que la liaison de 
la proteine rGrbl4 et de la proteine hGrblO inhibent Tactivite tyrosine kinase du 
recepteur de 1'insuline, alors que la proteine Grb7 est pratiquement sans effet (figure 
6). Les proteines Grbl4 et GrblO utilisees dans cet essai sont produites en fusion avec 
5 la GST (Glutathione-S-transferase) puis purifiees. 

Grbl4 et GrblO se comportent done comme des inhibiteurs endogenes 
de l'activite tyrosine kinase du recepteur de 1'insuline, ce qui est une fonction tout a 
fait nouvelle pour un adaptateur moleculaire. En effet, la transduction d'un signal a 
l'interieur de la cellule apres la stimulation d'un recepteur a activite tyrosine kinase, 
10 fait appel a des cascades d'interactions proteine-proteine dans lesquelles les 
adaptateurs moleculaires ont un role privilegie. Par rintermediaire de leurs domaines 
d'interactions proteiques, les adaptateurs permettent le recrutement des effecteurs 
successifs, constituant les voies de signalisation. C'est ainsi par exemple, que 
Fadaptateur Grb2 est recrute par rintermediaire de son domaine SH2 au niveau de 
15 residus phosphotyrosine de RTK actives et autophosphoryles, et se lie par un domaine 
SH3 sur Techangeur nucleotidique Sos, qui lui meme va permettre Factivation de Ras 
(Schlessinger, J. (1993), Trends Bioch. Set, 18, 273-275). 

L'effet inhibiteur de la proteine rGrb 14 est reproduit par les proteines 
de fusion GST-PIR et GST-PIR+SH2 purifiees, obtenues par fusion de la GST avec le 
20 domaine PIR ou le domaine PIR+SH2 de rGrb 14 (figure 7). En revanche cet effet 
inhibiteur n'est pas observe avec la proteine de fusion GST-SH2 obtenue par fusion 
GST avec le domaine SH2 de rGrb 14 (figure 7). 

Le domaine PIR+SH2 a un effet inhibiteur plus important que le PIR 
exprime seul. En effet Tinhibition totale de l'activite tyrosine kinase des recepteurs de 
25 l'insuline est obtenue lorsque l'on ajoute 0,3 jig de proteine GST-PIR, alors qu'il ne 
faut que 0,03 \l% de GST-PIR+SH2 (figure 7). II semble done que si le domaine SH2 
n'a pas d'activite inhibitrice propre, par contre il potentialise fortement l'effet du PIR. 

De fa?on comparable, les domaines PIR et PIR+SH2 de GrblO ont tin 
effet inhibiteur sur l'activite tyrosine kinase des recepteurs de rinsuime (figure 8). Le 
30 domaine SH2 de GrblO n'a pas en lui meme d'effet inhibiteur,- mais il potentialise 
egalement Finhibition induite par le PIR.* 

Ainsr la proteine Grbl 4 et les proteines adaptatrices homologues 
pourraient etre des cibles potentielles pour des medicaments. 

En effet des composes qui seraient susceptibles d'augmenter ou de 
35 supprimer les interactions de ces proteines pourraient prevenir ou guerir les troubles 
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de l'organisme lies a une modification de Tactivite de la proteine kinase. 

Au sens de la presente invention, les proteines homologues sont des 
proteines comprenant une sequence presentant une identite d f au moins 45 % avec le 
domaine PER ou avec le domaine BPS. 
5 En consequence, les Inventeurs se sont donnes pour but de mettre au 

point un procede de criblage de molecules destinees au traitement des maladies liees a 
l'insuline. 

La presente invention a pour objet l'utilisation de la proteine Grbl4 et 
des proteines adaptatrices homologues comme outil de criblage de molecules destinees 
10 au traitement des maladies liees a Tinsuline. 

La presente invention a notamment pour objet l'utilisation de proteines 
contenant une sequence choisie dans le groupe constitu6 par les sequences : 
SEQ BDN° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3 (figure 4), et SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 
(figure 5), comme outil de criblage de molecules destinees au traitement des maladies 
15 liees k Tinsuline. 

La presente invention a plus particulierement pour objet l'utilisation des 
proteines rGrbl4, hGrbl4, hGrblO et mGrblO comme outil de criblage de molecules 
destinees au traitement des maladies liees a Tinsuline. 

La presente invention se rapporte egalement k un proced6 de detection 
20 de molecules aptes k stimuler ou inhiber les interactions de la proteine adaptatrice 
Grbl4, des proteines adaptatrices homologues, avec le recepteur de l'insuline, lequel 
procede comprend : 

■ la mise en contact de la molecule a tester avec ladite proteine dans des conditions 
permettant la formation d'une liaison entre cette molecule et ladite proteine' et 
25 ■ la detection du complexe eventuellement forme. 

Les composes ainsi selectionnes seraient potentiellement utiles pour 
prevenir ou traiter des maladies liees a Tinsuiine comme par exemple le diab&te et 
l'obesite ou d'autres pathologies caracterisees par une resistance a l'insuline telles que 
Tovaire polycyctique (Legro, R. S. et al. (1998), Rec. Progr. Hormone Res., 53, 
30 217-255) ou le syndrome X (Komers, R. et al. (1998), Physiol Res., 47, 215-225). 

D*autres caract&istiques et avantages de l'invention apparaissent dans 
la suite de la description et des exemples, notamment en rapport avec les figures et 
tableaux dans lesquels : 

- la figure 1 represente une schematisation des grandes voies de 
35 signalisation de Finsuline actuellement connues. La liaison de Tinsuline sur les sous- 



unites a extracellulaires du recepteur permet Factivation de la tyrosine kinase portee 
par la sous-unite p intracellulaire. Apres autophosphorylation et complete activation 
du recepteur, des substrats intracellulars tels que les proteines IRS et She se lient par 
Tintermediaire de leur domaine PTB (phosphotyrosine binding) sur le recepteur, et 
sont phosphoryles sur des residus tyrosines. IRS et She servent alors d'ancrage pour 
des proteines contenant des domaines SH2, et sont a Torigine des deux grandes voies 
de signalisation actuellement decrites (voies des MAP Kinases et de la 
Phosphatidylinositol 3 -kinase). 

- la figure 2 illustre le mecanisme d' activation de la tyrosine kinase du 
recepteur de Tinsuline: (1) en r absence d'insuline la tyrosine kinase du recepteur est 
inactive: le site de liaison pour TATP et le Mg 2+ est masque a l'interieur de la 
molecule, essentiellement par le residu asparagine 1138, et de plus le site catalytique 
est occupe par la tyrosine 1150 de la boucle regulatrice ce qui previent toute 
interaction avec d'autres substrats cytosoliques (Hubbard, S. R. e al. (1994), Nature 
372, 746-754) ; (2) la liaison de Finsuline entraine un changement de conformation et 
une meilleure accessibility du site de liaison de FATP et du Mg 2+ ; (3) les tyrosines 
1150, puis 1146 et enfin 1151 de la boucle regulatrice pourront. alors etre 
phosphorylees, aboutissant a l'ouverture maximale de la molecule qui permet 
Faccessibilite des substrats au site catalytique (Hubbard, S. R. (1997) EMBO J. 9 16, 
5572-5581). 

- la figure 3 illustre l'alignement des proteines de la famille des 
proteines Grbs. Les pourcentages d'identite en acides amines des domaines sont 
exprimes par rapport au domaine homologue de rGrbl4 PP : motif riche en residus 
proline, site de liaison de proteines contenant des domaines SH3 ; PH : domaine 
d'homologie avec la plexstrine, association avec des phospholipides ou des proteines ; 
PIR, phosphorylaied insulin receptor interacting region ; SH2, domaine permettant 
une interaction avec des residus phosphotyrosines. 

- la figure 4 illustre Talignement des domaines PIR des proteines de la 
famille des proteines Grbs. Les acides amines conserves * sont indiques par un 
asterisque. Le domaine median particulierement bien conserve est grise. 

- la figure 5 illustre en haut : Talignemente des domaines BPS des 
prot&nes& de la famille des- Grbs. Les pourcentages d'identite en acides amines des 
domaines sont exprimes par rapport au domaine homologue hGrblO ; en bas : 6 
proteines hybrides de GrblO. 

- la figure 6 illustre Teffet des proteines Grbs sur Pactivite tyrosine 
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kinase des recepteurs de l'insuline; (0) GST-rGrbl4 ; ( ) GST-mGrblO ; 
(□) GST-rGrb7 

Les resultats sont exprimes en pourcentage de la valeur obtenue en Tabsence de 
proteine ajoutee. Nombre d'experiences = 2 
5 - la figure 7 illustre I'inhibition de la tyrosine kinase des recepteurs de 

l'insuline par la proteine rGrbl4 : (O) GST-rGrbl4 ; (•) GST-PIR de rGrbl4 ; 
(□) GST-PIR+SH2 de rGrbl4 ; (■) GST-SH2 de rGrbl4 

Les resultats sont exprimes en pourcentage de la valeur obtenue en l'absence de 

proteine ajoutee. Nombre d'experiences = 4 
10 - la figure 8 illustre Tinhibition de l'activite tyrosine kinase des 

recepteurs de l'insuline par les differents domaines de mGrblO : (O) GST-rGrblO ; 

(0) GST-PIR de rGrblO ; (□) GST-PIR+SH2 de rGrblO ; (■) GST-SH2 de rGrblO 

Les resultats sont exprimes en pourcentage de la valeur obtenue en 

l'absence de proteine ajoutee. 
15 Nombre d'experiences = 2 

Exemple 1 : Comparison de Teffet des prolines rGrbl4, mGrblO et rGrb? sur 
l'activite tyrosine kinase des recepteurs de l'insuline 

1 . Mode operatoire: 

20 Des recepteurs de l'insuline sont partiellement purifies & partir de 

cellules CHO-IR, en passant un lysat cellulaire sur une colonne de lectine de germe de 
ble et en eluant les glycoproteins retenues avec de la N-acetylglucosamine 0,3M. Les 
recepteurs de l'insuline ainsi purifies sont incubes en presence d'insuline (0 k 10" 7 M) 
pendant 1 heure a temperature ambiante. On ajoute alors un tampon contenant de 

25 1' ATP 20 |iM, des ions MnCl 2 et MgCl 2 et du [y- 32 P] ATP pour permettre aux 
recepteurs de s'autophosphoryler, et des quantites croissantes des proteines Grbs 
purifiees exprimees en fusion avec la GST. 30 minutes apres, on ajoute 15 jxg d'un 
substrat de synthase, le poly Glu-Tyr (4:1). L'activite tyrosine kinase des recepteurs 
est mesuree par Pincorporation de radioactivite dans le poly Glu-Tyr pendant 30 min. 

30 2. Results 

lis sont represents par la figure 6. 

L'addition des proteines GST-Grbl4 et GST-GrblO induit une 
inhibition de l'activite tyrosine kinase des recepteurs de l'insuline. L'effet des deux 
proteines est similaire: une inhibition de 50% est obtenue en ajoutant 0,1 jig de 
35 proteine, alors que l'ajout de 1 jig de proteine induit une inhibition maximale, de 90 a 
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100 %. Par contre la proteine GST-Grb7 n'exerce comparativement qu'un tres faible 
effet inhibiteur (30%). 

Exemple 2 : Effet inhibiteur des differents domaines de rGrbl4 sur I'activit6 
tyrosine kinase des recepteurs de 1'insuline- 

LMode operatoire: 

Les recepteurs de Tinsuline sont parti ellement purifies comme decrit 
dans Fexemple 1. Les differents domaines de rGrbl4 (rGrbl4, PIR, SH2, PIR-SH2, 
PIR-SH2 R464K) sont produits en fusion avec la GST et purifies. L'effet inhibiteur de 
ces proteines sur Tactivite tyrosine kinase des recepteurs de l'insuline est analyse 
comme decrit dans Fexemple 1. 

2. R&ultflts: 

lis sont representes a la figure 7. 

le domaine PIR exerce un effet inhibiteur comparable a celui de la 
proteine rGrbl4 entiere, alors que le domaine SH2 n'a aucun effet (de meme que la 
proteine deletee des regions PIR-SH2, resultats non montres). Cependant, le domaine 
PIR-SH2 a un effet inhibiteur beaucoup plus important que le PnTleul ou la proteine 
entiere (l'effet inhibiteur maximal est obtenu en ajoutant 0,03 jig de proteine). Cette 
potentialisation est supprimee par la mutation du residu arginine 464 du motif 
FLVRES conserve qui inactive le domaine SH2, puisque le domaine PIR-SH2 R464K 
a le meme effet*que le PIR seul (resultats non montres)* 

Ces resultats montrent que l'effet inhibiteur de rGrbl4 sur Factivite 
tyrosine kinase des receptexu^ de Finsuline est due a la presence du PIR. Le domaine 
SH2 seul n'a aucun effet, mais il potentialise Teffet du PIR. 

Exemple 3 : Effet inhibiteur des differents domaines de GrblO sur l'activit£ 
tyrosine kinase des recepteurs de IMnsuIine 

1. Mode opfratQire: 

Le mode operatoire est identique a celui decrit dans r exemple 2. 

2. Msnltats: 

lis sont repr&entes a la figure 8. 

Le domaine PIR > exerce un effet inhibiteur^ mais >pet "effet est 
legerement moins fort que celui exerce par la proteine entiere (la courbe dose-r6ponse 
est decaleei vers la droite). Le domaine SH2 seul n*a pas d' action inhibitrice, mais il 
potentialise Finhibition exercee par le PER (la courbe dose-reponse du PIR-SH2 est 



decalee vers la gauche). 

Ces resultats montrent que la proteine Grbl4 et les proteines 
adaptatrices homologues sont des inhibiteurs endogenes de Tactivite tyrosine kinase 
du recepteur de l'insuline. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation de la proteine Grbl4 et des proteines adaptatrices 
homologues, comme outil de criblage de molecules destinees^au traitement des 
maladies liees a Tinsuline. 

2. Utilisation selon la revendication' 1, caract6risee en ce que les 
proteines contiennent une sequence choisie dans le groupe constitue par SEQ ID N° 1 
a SEQ ID N° 5. 

3. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, 
caracterisee en ce que la proteine est choisie dans le groupe constitue par rGrbl4, 
hGrbl4, hGrblO et mGrblO. 

4. Precede de detection de molecules aptes a stimuler ou a inhiber les 
interactions de la proteine Grbl4 ou des proteines adaptatrices homologues avec le 
recepteur de l'insuline, lequel procede comprend : 

- la mise en contact de la molecule a tester avec ladite proteine dans des conditions 
permettant la formation d'une liaison entre cette molecule et ladite proteine, et 

- la detection du complexe eventuellement forme.- 

5. Proced6 de detection selon la revendication 4, caracterisS en ce que 
la proteine comprend au moins une sequence choisie dans le groupe constitue par 
SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 5. 

6. Proc6de de detection selon la revendication 4, caracterise en ce que 
la proteine comprend au moins une sequence choisie dans le groupe constitue par 
rGrbl4, hGrbl4, hGrblO etmGrblO. 

7. Utilisation d'une molecule apte a se fixer sur les proteines GrblO, 
Grbl4 ou sur des proteines homologues adaptatrices pour la fabrication d f un 
medicament utile dans le traitement du diabete et de Tobesit6. 
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